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シスチン微生物定量のための
試料加水分解条件の検討
宮本悌次郎 ・佐藤由岐子 ・村田希久
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BY TEIJIRO MIYAMOTO. YUKIKO SATO A"D KIKU MURATA 
アミノ酸の定量は近年 Spackmanら(1)の研究にもとずくアミノ酸自動分析計による方法が普及
して信頼度の高い測定値を得るようになったが，一種類のアミノ酸を多数の試料について測定するた
めにはなお微生物法が有効な手段として広く用いられている。著者らは今迄食品中の8種の必須アミ
ノ酸の微生物定量法について検討してきたが(2〉~〈7}，シスチンは微生物法による他の多くのアミノ
酸定量時の加水分解条件として用いられている (2)4 N HCl， 120oC， 6 hr，または自動分析法の際lζ
用いられる 6NHCl， 110oC， 24hr(8)加水分解ではその殆んどが破嬢される。そのため自動分析計
により定量するときは過蟻酸で酸化して安定なシステイン酸として加水分解する ζとがSchramら(9) 
により考案されているが，システイン酸は微生物法の定量菌に対してシスチン作用を示さない (19)の
で微生物法には採用されない。一方シスチンがI波嬢されない弱い条件ではペフ。チ ド結合が完全に加水
分解されない可能性もあるが，実用上比較的真値に近い食品中シスチン含量を微生物法で求めること
を目的として蛋白質含量の高い魚類試料，および炭水化物を多く含み，蛋白質含量の低い穀類試料に
ついてそのシスチンを微生物定量するための'厳適加水分解条件を検討した。その結果穀類の場合はな
お若干の問題が残されているが，魚類については一応満足すべき結果を得たのでこ乙に報告する。
実 験 方
?
I 微生物定量法
制定には Leuconostocmesenteroides P-60を用い，保存培養，接種菌液，培地その他の手技は前
報 (2)，(3) に準じ， 370C， 22hr培養，比洩法によった。
E 試料の調整方法
魚類としては市販のたいの筋肉部分をとって前報(5) に準じて磨砕後アルコ ノーレとエーテルで処理
し，乾燥粉砕して40メッシユ以下のものを試料とした。穀類としては市販白米を粉砕し，40メッシユ
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以下のものを読料とし，米蛋白質は著者らの報告(11) のように唾液および細菌結晶アミ ラーゼを用
い，白*よりでんあ}を除く方法で謁整し，試料とした。試料中の室菜は Semimicro-Kjeldahl法に
より測定した。
E 試料の加水分解方法
試料の厳加水分解の一般的条件は次lζ示す通りである。fJ.1.試料は5O.g， 白米試料は 3001l91C一定濃
度の HCl10"tを加え，封管中で 10...100C，一定時間加熱後 NaOHで pH4.0とし，評ヨ過洗称
して病被を pH6.8として水で一定容として検波とした。
酵業分解の場・合，魚試料は 印O膚ru，白米試料は5g について前報仰に準じて pH8.0でプロナ
ーゼを EQOC，24hr作用させた。酵素分解と酸分解とを併用する場合も前報と同様に処理した。
実 験 結 果
I 魚類シスチン定量のための加水分解条件の検討
1 欝繁分解後畿加水分解条件の検討
前に若者らは食品中メチオニンの微生物定量において試料を一度 Pronaseで加水分解して後比較
的弱い条件で酸加水分解した方が直接酸加水分解した場合より幾分メチオニン測定値が高くなる乙と
を認めた(6) ので般加水分解巾Iζメチオニンよりも-}f'i破泌されやすいシスチンについて同様の方法
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2 直援隊加水分解条件の検討
で検討を加えた。まずあまだいを試料として酵素分解
後，O. ら~2. 0 N HClを加えて 1000C，2hr加水分
解してシスチンを定員した結果を第l図Aに示すが，
1.5N HCl を用いた場合iと最高値を得た。次lζ酵素分
解後 1.5NHClを加え， 100oC， 0..3hr加水分解した
結果を第1図BIζ示すが，3 hr前後が一応適当と思わ
れた。それで酵素分解後の酸加水分解の条件としては
一応，1.5 NHClで 1000C，3hr加熱を適当と考え
た。
次}ζ百孝紫分解を行わず，試料を直接重量加水分解する
ご~A~ぉ。JB o 
ための条件を検討した。試料lζ 4NHClを加え， チ拍
1100C および 1000Cで 2 ~10hr 加水分解した後シ
スチンを定Eした結果を第2図AIζ示すが，乙の場
合 1100C，5 hr加水分解したものが最高値を示し
た。次に試料に 1..5NHClを加え，1l0oCで5hr 
加水分解した拐-合は節2図BIζ示すように 3...4
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N で最高値を得たので直接酸加水分解の場合は 3~ 4 N HCl， llOoC， 5 hr加熱が適当と思われ
る。
3 欝素分解，厳加水分解および両者併用時の各測定値の比較
前記1および2Iと示した加水分解条件を比較するため，同一試料について第 1表に示す諸条件で加
水分解してそれぞれのシスチン備を測定した。その結果断:業分解だけでは{底値を示すのはもちろん，
酵素分解と 2 ~ 3 の条件の酸加水分解を併用 した場合においてもメ チ オ ニ ンについて得られた結果と
ちがい，直接酸加水分解した場合の値より低く ，3.5N HCl， llOoC， 5 hr加熱したものが最高値を示
した。また加水分解前lζ加えたシスチンの再検率はζの表iζ示すようにいずれの場合にもかなりよく
魚試料 (N含量 13.9%)で乙の程度の加水分解条件ではシスチンの破壊はほぼ実験誤差範囲内のわ
ずかなものと恩われる。
第n表 魚類の各加水分解条件におけるシスチン微生物定量値と再検率
(試料 まだい)
加 水分解条件
酵 ~ 分 解
再宇奈分解後酸分解(1.5NHCl，1∞。C，2 hr) 
" (1. 5NHCl， 1∞。C，5 hr) 
微分解 (1.5NHCl， 1ω。C，3 hr)後酵素分解
" (1. 5N HCl， 1∞。C.5 hr) 
酸分解 (4N HCl， 100oC， 7 hr) 
" (3.5NHCl， 110oC. 5 hr) 
|シスチン誤IJ伊 |分解前側目シス
時VlNg Iチン再検率第
38-42 
51 -55 
日 - 59 
31 
42 
58 - 65 
60 - 63 
91 -103 
103 -111 
E 穀類中シスチン定量のための加水分解条件の検討
魚試料については前項に示したように直接酸加水分解で比較的良好な結果を得たのでつづいて炭水
化物を多く含む白米についても直接酸加水分解の条件を検討した。 まず魚試料で良好な結果をえた
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IfCJの"i1. 4目水分科 玲刷.3図.白米の酸加水分解条件の検討
合の結果は第 3図Aに示すよ うに 3~ 4N HClが
よく，次に 3NHCl， 1∞。Cについて加水分解時
聞をかえた結果では第3図BIζ示すように 9hr加
熱で最高値を得た。
そ乙で第2表に示したように乙の最適条件と魚類
試料について得られた最適条件および酸加水分解と
酵素分解の併用により夫々白米を加水分解してシス
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チンを測定し比絞した。また同時に加水分解前lζ加えたシスチンの再検率を求めてその結果も第2表
iζ示した。乙れから白米についても酵素分解の併用は好ましくなく ，直接酸加水分解条件としては
3. 5N HCI， 100oC， 7 hr， 3N HCI， 1∞。C，9hrおよび4N HCI， 110oC， 5 hr加水分解でシス
チン測定値には大差なかったが，再検率は魚試料iζくらべて低率を示し，加水分解中にシスチンがあ
る程度破綾されるものと考えられた。
.2表 白米の各加水分解条件におけるシスチン微生物定賃値と再検i，f{
加水分解条件
E響楽分解後酸分解 (1.5NHCl， 1∞。C，3hr) 
(1.5N HCI， 1∞。C，7 hr) 
" (3.5N HCI， 1∞。C，3 hr) 
(3.5N HCI， 1∞。C，7 hr) 
酸分解 (1.5NHCI， 1∞。C，3 hr)後酵素分解
" (1.5N HCI， 1∞。C，5 hr) " 
酸分解 (1.5NHCI， 1∞。C，7 hr) 
ε， (3.5N HCl， 1∞。C，7 hr) 
" (3 N HCl， 1∞。C，9 hr) 
" (4 N HCI， 1l0oC， 5 hr) 
E 加水分解時でん粉存在の影響
|シスチ匂審判略的
65 
72 
74 
82 
31 
38 
64 
104..107 
95.. 96 71 .. 82 
101..103 57.... 61 
E項で加水分解前lζ加えたシスチンの再検率が低いのは白米中の炭水化物，特lζでんあ}の存在によ
ると思われるので，ζの点をたしかめるため第3表lζ示すように米蛋白質ならびに乙の米蛋白質にそ
の白米と定索含有量が等しくなるまででん粉
を加えたものと，白米そのものの三種の試料
について同ーの条件で加水分解してシスチン
を測定し，また各試料に加水分解前』ζ加えた
シスチンの再検率を求めたが，でん粉の存在
は明らかにシスチンの再検E与を低下せしめ，
またシスチン測定値も低下するととを認め
た。
2匝3表 加水分解時lζでん粉添加の影響
(加水分解条件:3N HCl， 1∞。C，9 hr) 
試 料
白 米
米蛋白質
米蛋白質+でん粉
125 
1日
143 
考 察
74 
1ω 
73 
Fryら川}はJ鳥肉を試料として 3N HCI， 120oC， 4 hr加水分解で，品川ら(11) はカゼイ ンを試
料と して 4N HCI， 120oC， 2 hrで夫々最高のシスチン値を微生物訟によって得ているが，いずれ
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も著者らのように塩酸浪度，加水分解温度，時間および再検率などのくわしい検討についての記載が
ない。
大野《川は遊荷量シスチン』ζ種々の炭水化物を加えて HCIとともに加熱した後化学法でシスチンを
測定しているが，シスチンの破壊率は加えた炭水化物の種類によって差がある ζと，フエニルヒドラ
ジンがζの破壊を抑制する ζとをのべているが，微生物法についても乙の点は検討の余地がある。
Schramら(0) は血清アルブミンiζ2096でん粉を加えてもシステイン般に酸化してクロマ トグラフ
法で測定するとでん粉を加えなかった場合と殆んど同じシスチン測定結果が得られるとのベ，Evans 
ら{川は二三の蛋白質に Sucroseを加えるとそのシスチン測定値はクロ 7 トグラフ法では大差ない
が，微生物法ではかなり変動があり，ある易会iζは Sucrose添加試料の方がむしろ測定値が増加す
るととを示している。また品川ら (1剖はカゼインlζ1O~509杉のでん粉を添加しでもそのシスチン測定
値の減少は49杉程度以下である ζ とを微生物法により示しているが，著者らが得た結果のように穀物
など蛋白質に対してでん粉質の多いものでは加水分解時のシスチン損失量は無視し得ないのでζの点
更に検討の要がある。
また魚試料について一応M過と思われる条件，すなわち 4NHCl， 1l0oC， 5 hr加水分解した検
波について微生物法による測定と同時に目立 KLA2型アミノ酸自動分析計による測定を行ったが，
後者による測定値は前者の60%程度を示したので乙の条件で加水分解した試料のシスチンは 1部分解
されているか， なおぺプタイド様の状態である可能性も考えられる。そして微生物法では必ずしも
完全なシスチンとして存在しているもののみを測定しているのではなく ，クロ 7 トグラフ的にはシス
チンと態度をζとにするものをもシスチンとして測定しているものと思われる。乙のシスチン類似
体がLeuconostocmesenteroides 1(，対しシスチンと全く同ーの活性を示すとは必ずしも考えられない
が，魚試料のように炭水化物も少なく，純蛋白質lζ近いものでは加水分解前に加えたシスチンの微生
物定量における再検率が 1∞%IC近いζとから考えてそのシスチン測定値は実用的にはほぼ満足しう
るものと考えられる。
要 約
食品中のシスチン合:ru:を微生物法iζより測定するための食品の加水分解条件を検討した。試料lζ
は，蛋白質含量の高いものと して魚類，蛋白質iζ比して炭水化物含量の高いものとして穀類を用い
た。微生物定員には Leuconostocmasen!eToides P-60を用い，370C， 22hr培養，比洩法によっ
た。その結果魚類では試料lζ4NHClを加え，1l0oC， 5 hr加水分解の条件，穀類では 3NHCl，
I∞。C，9hr加水分解の条件において最高.の測定値を得た。しかし蛋白質分解酵素 Pronaseによる
分解と酸加水分解との併用はメチオニン測定時に得たようなよい結果を求め得なかった。加水分解前
lζ加えたシスチンの再検患は魚類においては100.96に近かったが穀類においては70，._80.96 l'iH支で乙の
回収率低下の主な原因はでん粉の存在による ζとを確かめた。
本論文の要旨は Microbioassay集談会 (1965年2月6円)で，また一部第18回日本栄建食将学会
総会において発表した。研究費の一郎は文部省機関研究費に依った。乙 ζ4ζ‘i己して謝意を表す。
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Summary 
Procedures for the best condition in acid hydrolysis of foodstuffs to determine cystine 
in the hydrolyzate by microbiolop;ical assay were investigated.“Tai" ( Evynnis jaρ0-
nica) ， as a fish meat， and rice were chosen respectively as a sample for protein rich 
or starchy food. Microbiological assays were run with turbidimetry using Leuconostoc 
mesenteToides. 
FoJlowing results were obtained in the pr田 entstudy. 1. A five.hour heating at 1100C 
with 4 N hydrochloric acid was most satisfactory for hydrolysis of the fish sample， 
since recoveries of cystine added to the sample were found to be around 10096. 2. FOl 
starchy food sample， acid hydrolysis with 3.5 N hydrochloric acid for 7 hours， 
or 3 N hydrochloric acid for 9 hours at 1000 C was better condition than several 
others reported previously， but recoveries of cystine added to the rice sample were 
only 71-8296. Itwas observed that the loss of cystine during the hydrolysis of th巴 rice
sample was due to the pr白 enceof starch in the sample. 
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